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RESUMO

O Sorgo € o quinto cereal mais cultivado mundialmente, possui alta adaptabilidade a
estresses abidticos e uma ampla utilizacao, incluindo alimentagdo humana, animal e
industrial. Dentre os fatores que limitam a producdo do Sorgo, estdo as doengas
foliares, como o mildio causado pelo oomiceto Peronosclerospora sorghi e a
helmintosporiose, causada pelo fungo Exserohilium turcicum, responsaveis por
perdas significativas na produgéo do grao. As doengas foliares podem ser controladas
por métodos quimicos e de manejo adequado da cultura do Sorgo. No entanto, o
desenvolvimento de cultivares resistentes € uma alternativa sustentavel para o
controle do mildio e da helmintosporiose, visando a redug¢ao dos custos de produgao
e da contaminagcdo ambiental, e 0 aumento da produtividade. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi identificar regides gendmicas associadas com a resisténcia ao
mildio e a helmintosporiose em uma populacdo de linhagens endogamicas
recombinantes de Sorgo derivadas do cruzamento entre as linhagens QL3 (genitor
resistente) e ATF14B (genitor suscetivel). Como resultados principais, foram
identificadas trés regides gendmicas associadas com a resisténcia ao mildio e seis
com a resisténcia a helmintosporiose, que podem ser alvos para a busca por genes
de resisténcia e para o melhoramento assistido.

Palavra-chave: Sorgo; mildio; helmintosporiose; regides gendmicas; resisténcia.



ABSTRACT

Sorghum is the fifth most cultivated cereal worldwide. It is highly adaptable to abiotic
stresses and has a wide range of uses, including human, animal and industrial food.
Among the limiting factors for sorghum production are leaf diseases, such as downy
mildew caused by the oomycete Peronosclerospora sorghi and leaf blight, caused by
the fungus Exserohilium turcicum, which are responsible for significant yield losses in
the field. Foliar diseases can be controlled by chemical methods and proper
management of the sorghum crop. However, the development of resistant cultivars is
a sustainable alternative to control downy mildew and leaf blight, aiming to reduce
production costs and environmental contamination, and to increase vyield. The
objective of this study was to identify genomic regions associated with resistance to
downy mildew and leaf blight in a population of sorghum recombinant inbred lines
derived from a cross between lines QL3 (resistant parent) and ATF14B (susceptible
parent). The main results were the identification of three genomic regions associated
with resistance to downy mildew and six with resistance to leaf blight, which can be
targets to search for resistance genes and for sorghum breeding programs.

Keyword: sorghum; mildew; leaf blight; genomic regions; resistance.
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1 INTRODUGAO

O Sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma graminea originaria da Africa,
sendo o quinto cereal mais cultivado mundialmente, precedido pelas culturas de trigo,
milho, arroz e cevada (BUSO et al., 2011). A cultura do Sorgo é cultivada em diversas
regides do mundo, possuindo alta adaptabilidade principalmente em regides de
deficiéncia hidrica, em regides aridas e semiaridas, sendo uma cultura eficiente no
uso de nitrogénio e da agua (BRENTON et al., 2016; GUILLAUMIE et al., 2007,
JARDIM et al., 2020). A Africa e as Américas s&o responsaveis por mais de 50% da
producao mundial de Sorgo. O Brasil € o nono produtor mundial, responsavel por 2
milhdes de toneladas de Sorgo, cujos grandes produtores sao os Estados Unidos e a
Nigéria (FAOSTAT, 2023)

O Sorgo destaca-se como uma cultura versatil, uma vez que pode ser utilizado
na alimentagdo humana e animal, como matéria prima para produgao de bioenergia,
de vassouras, de alcool anidro e de forragem (BUSO et al.,, 2011). A graminea é
classificada agronomicamente em quatro grupos de acordo com sua utilizagao: (i)
granifero, utilizado para alimentagdo humana e animal; (ii) biomassa e sacarino, para
producao de bioenergia; (iii) forrageiro para silagem, caracterizado pelo porte alto,
propicio para a silagem e/ou produgcdo de agucar e alcool; (iv) vassoura, cujas
paniculas s&o utilizadas para confecgédo de vassouras (BUSO et al.,, 2011; RIBAS,
2003).

As doencas foliares causam perdas significativas para a cultura do Sorgo, como
o mildio e a helmintosporiose, causadas pelo oomiceto Peronosclerospora sorghi (W.
Weston & Uppal) e pelo fungo Exserohilium turcicum (Pass.) K. J. Leonard & E. G.
Suggs, respectivamente (LIVIO et al., 2019). Tais doengas assolam a cultura do
Sorgo, que quando infectado, em condi¢cdes propicias ao desenvolvimento dos
patégenos, pode resultar em uma reducgéo na produgao de grao de até 80%, em caso
de doengas causadas pelo mildio e até 40%, para a helmintosporiose (LIVIO et al.,
2019).

O controle dessas doencas pode ser realizado com o auxilio de métodos
quimicos e do manejo adequado da cultura do Sorgo. O mildio causado pelo P. sorghi,
pode ser controlado pelo tratamento das sementes com o fungicida metalaxyl,
pertencente ao grupo quimico alalinato (PINTO et al., 2006). A helmintosporiose pode
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ser controlada pelos fungicidas tebuconazole e propiconazole, associado ao
difenoconazole (PINTO, 2004). No entanto, relatos na literatura mostraram que o
controle de doencgas fungicidas ndo apresenta resultados satisfatérios, devido a
resisténcia dos fungos aos produtos usados. Para minimizar os efeitos negativos das
doencas, métodos alternativos ao controle quimico devem ser explorados, de forma a
reduzir os impactos ambientais e o custo de producdo. Uma alternativa sustentavel
para o controle de doengas € a resisténcia genética, visando o desenvolvimento de
genotipos superiores resistentes. O controle genético da resisténcia a essas doencgas
€ uma estratégia complementar ao controle quimico, justificando estudos para a
identificacdo de fatores genéticos associados com a resisténcia ao mildio e a
helmintosporiose em Sorgo. Assim, o presente estudo visa identificar regides
gendmicas (QTLs) associadas com a resisténcia do Sorgo ao mildio e a
helmintosporiose em uma populagdo de linhagens endogamicas recombinantes
(RILs) derivadas do cruzamento das linhagens contrastantes entre QL3 (genitor
resistente ao mildio e moderadamente resistente a helmintosporiose) e ATF14B

(genitor suscetivel ao mildio e moderadamente sensivel a helmintosporiose).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Producgao do Sorgo

No cenario mundial, a expectativa € que haja um crescimento de 2,1% do
comércio do Sorgo entre 2022/23 e 2031/32, chegando a 11,8 milhées de toneladas,
sendo que a China sera responsavel pela maior parte da proje¢cao de importagoes,
atingindo 85% do comércio global de Sorgo. Nesse periodo de proje¢cdo, os EUA
lideraram o ranking de exportagao global de Sorgo, representando cerca de 70%,
seguido da Argentina (UNITED STATES DEPARTAMENT OF AGRICULTURE-
USDA, 2023).

No Brasil, os principais produtores de Sorgo sao Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato
Grosso, Bahia e Goias, sendo o ultimo estado considerado o principal produtor
nacional. A crescente e progressiva producéo de Sorgo torna a cultura cada vez mais
importante e relevante no cenario econdmica, com estimativa de producdo de 3,9
milhdes de toneladas em uma area de 1.237 mil hectares em 2022/2023, com
perspectiva que sejam produzidos 5,1 milhdes de toneladas em 1.608 mil hectares até
2032/2033 (MINISTERIO DA AGRICULTURA E PECUARIA-MAPA, 2023).

2.2 Importancia do Sorgo

A producao do Sorgo vem crescendo mundialmente devido a sua tolerancia ao
estresse hidrico, por possuir um ciclo de vida curto, alto rendimento e ampla gama de
aplicacoes, que vao desde a producgao de graos até a producéo de alcool e biomassa
(MENEZES, 2021).

O cultivo do Sorgo € uma alternativa promissora para os agricultores, uma vez
que, pode ser utilizado na complementacédo da oferta de graos, reduzindo o custo e
mantendo o mercado com pregos competitivos, contribuindo para a sustentabilidade
de gréaos de baixo custo e qualidade para a agroindustria. A grande vantagem é que
essa cultura pode ser produzida em épocas onde o volume de chuva nao é suficiente
para a produgdo do milho e da soja na chamada segunda safra (MENEZES et al.,
2018; GRIEBEL et al., 2019).
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Na alimentagédo animal, as principais fontes de energia sao o milho e o Sorgo,
graos que possuem maior quantidade de amido. O Sorgo é considerado uma
alternativa ao milho, uma vez que a energia metabolizavel do Sorgo atinge ao menos
95% do valor do milho, enquanto o custo do Sorgo é 25% menor quando comparado
ao milho (MENEZES, 2021).

A produgao de etanol é realizada a partir de culturas agricolas como cana de
acgucar, milho e Sorgo. De maneira geral, para a produgcdo do etanol, as culturas
passam pelo processo de fermentagcdo do amido, onde esse € convertido em agucar
por meio da utilizacdo de enzimas e posteriormente, o acucar € fermentado para
produzir alcool (NICHOLS; BOTHAST, 2008). O Brasil € o maior produtor de etanol a
partir da cana de agucar e algumas usinas, chamadas flex, principalmente no Mato
Grosso, produzem etanol a partir dos grdos de milho e de Sorgo. Entretanto, a
producao no Brasil € pequena quando comparada aos Estados Unidos, onde estima-
se que 28% do Sorgo granifero produzido € destinado a producdo de etanol
(KUBECKA, 2011; DWEIKAT, 2012).

2.3 Mildio em Sorgo

O mildio do Sorgo é causado pelo oomiceto P. sorghi (GURURANI et al., 2012;
SUMATHI; GANESAN; SENTHIL, 2016), que quando infecta as plantas de Sorgo nos
primeiros estagios do seu desenvolvimento, provoca danos nas folhas e nos colmos,
podendo torna-las estéreis e causando danos significativos na lavoura, chegando a
provocar perda de 80% em cultivares susceptiveis (BARBOSA; PFENNING; CASELA,
2006; CRAIG et al., 1989). Esse oomiceto tem um alto grau de adaptabilidade, com a
capacidade de adquirir resisténcia aos fungicidas (ISAKEIT; JASTER, 2005).

Os oomicetos sao classificados no filo Heterocontofita, no reino Stramenopila
(JIANG; TYLER, 2012), identificados como pseudofungos, uma vez que possuem
semelhancgas fenotipicas com os fungos. Quando comparado aos fungos, esses
organismos tém celulose e glicanos em substituicdo a quitina na parede celular e seus
zoosporos apresentam dois flagelos, ao contrario do fungo que possui apenas um
(KAMALA et al., 2002; RICHARDS, TALBOT, 2007; TESSO et al., 2012). A infecgao
causada pelo P. sorghi é caracterizada como sistémica ou localizada. Quando as
plantas sdo infectadas nas raizes por meio de odsporos, a infeccao é considerada
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sistémica (KAMALA et al., 2002). Os sintomas sao determinados por estrias verdes e
cloréticas nas folhas, paralelas a nervura central, gerando uma massa de cor branca
constituida de conidios e conidioforos, localizados na parte abaxial das folhas (ver
Figura 1A) (SIMOES, 2008; DAS; PADMAJA, 2016). Na infeccdo localizada, a
manifestacdo dos sintomas ocorre apds sete dias do contato com o oomiceto, e os
sintomas séo caracterizados por manchas cloréticas retangulares, restringida pelas
nervuras laterais, que também podem apresentar a massa branca na porg¢ao abaxial
da folha (ver Figura 1B) (DAS; PADMAJA, 2016).

Figura 1 — Folhas de Sorgo contaminadas com P. sorghi comparadas a folha
sadia. A) Folhas de Sorgo com sintomas sistémicos de mildio. B) Folhas com
sintomas de infecgao localizada. As setas brancas indicam o local da
esporulagao, enquanto que as setas pretas mostram os sintomas locais. C)
Folha de Sorgo sadia.

Fonte: Simdes (2008).

2.4 Resisténcia ao Mildio em Sorgo

As plantas desenvolvem mecanismos de resisténcia diante da pressao seletiva
imposta pelos patégenos, usualmente, controlados por genes dominantes
(CHISHOLM et al., 2006). Os mecanismos de resisténcia a doengas em plantas séao
classificados em dois tipos: defesa basal e defesa por genes de resisténcia
(GURURANI et al., 2012). As plantas desenvolvem dois tipos de resposta contra a
infecgcao, classificadas como horizontal ou vertical. A resisténcia horizontal se da

guando a resisténcia é determinada para mais de uma raga do patdégeno, enquanto a
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resisténcia vertical € quando ha interacdo patdégeno hospedeiro, gerando uma
resisténcia no hospedeiro, normalmente, controlada por um unico gene de resisténcia
na planta (PLANK, 1968).

A resisténcia genética ao mildio em Sorgo tem sido alvo de estudos utilizando
varias fontes de resisténcia e ragas de P. sorghi. O padrao de heranga da resisténcia
na linhagem SC414-12 foi compativel com a presengca de um gene dominante em
populagdes F2 diferentes (CRAIG; SCHERTZ, 1985; GOWDA et al., 1995). Com base
em marcadores Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), o gene de resisténcia na linhagem SC414-12 foi
flanqueado pelos marcadores txs71053 e txs1092 (GOWDA et al., 1995). Com base no
mapa consenso de Sorgo, esses marcadores RFLP foram localizados no cromossomo
3 entre 24,6 e 38,4 cM (MACE et al., 2009). Observando em detalhes esse mapa
consenso, 0s marcadores Xtxp492, Xtxp451, Xtxp452, Xtxp215 e Xtxp489 flanqueiam
essa regiao gendbmica e, consequentemente o loco de resisténcia sorghum downy
mildew (SDM). Em outro estudo, o loco Sdm, que confere resisténcia as ragas 1 e 3
de P. sorghi na linhagem SC325, foi associado aos marcadores RFLP pSbTxs552 e
pSbTxs361 (OH; FREDERIKSEN; MAGILL, 1996).

Estudos de heranga revelaram que a resisténcia contra trés ragcas de P. sorghi
(1, 2 e 3) na linhagem de Sorgo QL3 foi conferida por dois genes dominantes e
independentes, e distintos do gene de resisténcia da linhagem SC414-12
(SIFUENTES; FREDERIKSEN, 1988). A presencga dos dois locos de resisténcia na
linhagem QL3 com a presenga de interagdes interalélicas foi mais adequada para
explicar os padroes de segregacao em geragdes avancadas F4 e F5 (REDDY et al,,
1992), os dois locos foram denominados Pls e Plp.

Nota-se a existéncia de varias fontes de resisténcia e de diferentes racas do
patégeno, resultando em pelo menos trés genes que conferem resisténcia ao mildio
em Sorgo. E importante ressaltar também que a maioria dos trabalhos foi realizado
em condigdes controladas com inoculagdes artificiais de diferentes ragas do P. sorghi.
Assim, é importante avaliar o comportamento da resisténcia em condi¢gdes de campo,
que pode divergir dos resultados publicados, em fungao da variabilidade do patégeno

e das condigbes da infecgao e da progressao da doenca.

2.5 Helmintosporiose em Sorgo
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A helmintosporiose em Sorgo € uma doenga causada pelo fungo E. turcicum
(Pass), (sinbnimos Helminthosporium turcicum Pass.; Bipolaris turcica (Pass.)
Shoemaker; Drechslera turcica (Pass.) Subramanian & P. C. Jain), considerada uma
das doencas mais devastadoras da cultura de Sorgo e amplamente propagada,
principalmente em areas de plantio com alta umidade (CASELA; FERREIRA, 2004).

A infecgao pelo fungo E. turcicum (Pass) acontece através da penetragdo dos
micélios dos fungos em ferimentos ou aberturas naturais das plantas. Apos a
penetracdo, as células fungicas produzem enzimas e acidos organicos que sao
capazes de desdobrar substancias, transformando-as em energia para o seu
crescimento e reproducdo. Ao utilizar essas substancias como celulose, acucar,
gorduras e proteinas, os sintomas da helmintosporiose comegam a ficar evidentes
(CALIGIORNE et al., 2002). Nas plantas adultas, o desenvolvimento das primeiras
folnas inferiores apresenta lesdes alongadas, elipticas e com coloragéao
avermelhada/amarronzada de até 12 mm de largura e até 15 cm de comprimento (ver

Figura 2).

Figura 2 — Folhas de Sorgo contaminadas com o fungo Exserohilium turcicum
(Pass). A) Folha de Sorgo com sintomas da helmintosporiose, apresentam um
centro de coloragao amarelada a cinza e margens avermelhadas. B) Folhas de

Sorgo com sintomas da helmintosporiose, com lesdes alongadas, elipticas
com coloragdo amarronzada.

Fonte: Casela; Ferreira (2004).
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ApoOs trés a quatro semanas da infecgdo com o fungo, comegam a surgir as
primeiras lesbes que podem ser visualizadas com o auxilio de uma lupa. As lesdes
visiveis a olho nu aparecem ap0s 6 semanas da exposi¢ao e infeccdo ao patdégeno
(CASELA; FERREIRA, 2004). As perdas causadas pela helmintosporiose podem
chegar a 40% da producéao de graos quando estdo em ambiente favoravel a infecgéo
do patégeno e cultivares sensiveis, 0 que o torna uma doenga limitante para a

producdo de Sorgo no mundo (COTA et al., 2012).

2.6 Resisténcia a Helmintosporiose em Sorgo

Poucos sao os estudos relacionados com a resisténcia a helmintosporiose em
Sorgo. Um marcador SSR Xtxp95, localizado no cromossomo 6, foi associado com a
resisténcia a helmintosporiose em uma populagdo de Sorgo proveniente do
cruzamento entre MUCO007/009 (resistente) e Epuripuri (suscetivel) (Beshir et al.,
2016). Um QTL explicando 53,35% da resisténcia a helmintosporiose foi identificado
no cromossomo 1 e um QTL explicando 6,7% foi mapeado no cromossomo 9 do Sorgo
em uma populagao de linhagens endogémicas recombinantes (RILs) obtidas a partir
do cruzamento entre BRO07B (suscetivel) e SC283 (resistente) (SOUZA et al., 2016).

Mittal e Boora (2005) identificaram que o marcador Xtxp309 estava a uma
distancia de 3,2 cM do loco de resisténcia a helmintosporiose. O mapeamento foi
realizado em uma populacgéo de linhagens endogémicas recombinantes, provenientes
do cruzamento entre G-118, resistente e HC-136, suscetivel, determinando que a
resisténcia a helmintosporiose foi condicionada por um gene dominante, uma vez que
dentre as 103 plantas analisadas, 77 plantas foram consideradas resistentes e 26
suscetiveis, atendendo a segregacao mendeliana de 3:1.

Mathur et al. (2010) afirmaram que ha diferentes genes de resisténcia, pois em
seus estudos, foi observado a variabilidade da resisténcia a helmintosporiose em
diferentes linhagens de Sorgo, onde algumas linhagens de Sorgo possuiam diferentes

reacdes a trés ragas do patogeno.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Mapear regides genOmicas associadas com a resisténcia ao mildio e a

helmintosporiose em Sorgo em condi¢gbes de campo.

3.2 Objetivos especificos

° Avaliar uma populagao segregante de Sorgo quanto a reagao ao mildio
e a helmintosporiose.

) Construir o mapa genético com marcadores moleculares.

° Mapear regides gendmicas associadas com a resisténcia as duas

doencas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais genéticos

Uma populacéao de linhagens endogamicas recombinantes (RILs) composta por
210 linhagens derivadas do cruzamento entre QL3 (genitor resistente) e ATF14B
(genitor suscetivel) foi utilizada no mapeamento genético. As RILs foram obtidas apés
seis ciclos consecutivos de autofecundacdo pelo método de descendéncia por
semente unica. A linhagem QL3 foi desenvolvida em Queensland, Austrdlia e é
considerada resistente a varias doencas, incluindo diversas ragas do mildio em Sorgo
(SIFUENTES; FREDERIKSEN, 1988). A linhagem ATF14B é uma linhagem elite da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Milho e Sorgo proveniente
do cruzamento entre BRO0O7B e SC283, contendo o alelo favoravel do gene SOMATE

que confere tolerancia ao Al.

4.2 Avaliagao fenotipica

A analise fenotipica para reagao ao mildio e a helmintosporiose na populagao
foi realizada em condigdes de campo na Estacdo Experimental da Embrapa Milho e
Sorgo, no periodo de margo a maio de 2018. O experimento foi montado em blocos
casualizados com testemunhas intercalares e trés repeticbes. A parcela foi
representada por uma linha de 5m, espacada de 0,7m, com 50 a 60 plantas por
parcela, sem o desbaste apds o plantio. As testemunhas intercalares corresponderam
aos parentais da populagdo (ATF14B e QL3). Cada bloco compreendeu 20
tratamentos (18 progénies e duas testemunhas).

A reacdo a helmintosporiose foi avaliada ap6és o florescimento (60 dias apds o
plantio, DAP) e ao mildio, na fase de enchimento de graos (75 DAP) e, para ambas,
foi utilizada a escala de notas variando de 1 (altamente resistente) a 5 (altamente
suscetivel). Se na parcela houvesse pelo menos uma planta com mildio sistémico, o

gendtipo era considerado suscetivel e recebia nota 5.

4.3 Genotipagem com marcadores moleculares
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Para a genotipagem, foram utilizados dois tipos de marcadores moleculares, os
Simple Sequence Repeats (SSR) e os Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Os
SSR também conhecidos como microssatélites, sdo pequenas sequéncias de 2 a 5
pb, repetidas varias vezes no genoma eucarioto. Os SNPs s&o variagdes no genoma
geradas pela alteragdo ou auséncia de um unico nucleotideo, gerando uma alta taxa
de polimorfismos nos genomas e que sao identificados por diferentes metodologias.

Os marcadores SSR de Sorgo sdo marcados com fluorescéncia e foram
selecionados em fungao das suas posigdes fisicas em milhdes de pares de base (Mb)
no cromossomo 3 de Sorgo [Xtxp492 (3,6), Xtxp451 (6,4), Xtxp452 (6,7), Xtxp439
(63,7), Xtxp441 (65,3) e Xtxp446 (66,2)]. As linhagens parentais foram testadas e os
polimorficos foram genotipados na populagdo de RILs. As reagdes de amplificagao
foram realizadas segundo Caniato et al. (2011), onde as sequéncias dos primers estao
descritas. Os fragmentos amplificados foram avaliados por eletroforese capilar no
sequenciador ABI3500XL (Applied Biosystems. Thermo Fischer Scientific) e os
resultados analisados por meio do software GeneMapper 5 (Applied Biosystems).

Os marcadores de SNPs foram genotipados com a tecnologia llumina Infinium
[l utilizando um chip multiespécies contendo 3.186 SNPs de Sorgo, desenvolvido pelo
Dr. Dario Grattapaglia (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia). Os SNPs
foram selecionados com base nas publicagcdes Bekele et al, (2013); Luo et al. (2016),
que também fornecem a posigcdo dos SNPs em pares de base (pb) no genoma do
Sorgo.

4.4 Construgcdo do mapa de ligagéao

Os marcadores foram testados quanto a segregacdo mendeliana por meio do
teste qui-quadrado com nivel de significancia de 10%. O mapa genético foi construido
com o auxilio do software MAPMAKER/EXP (LANDER et al., 1987) com LOD minimo
de 4,0 e frequéncia maxima de recombinacdo de 0,5. A distancia genética em
centimorgans (cM) foi obtida por meio da fungédo Kosambi (KOSAMBI, 2016).

4.5 Mapeamento de QTLs
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O mapeamento de Quantitative Trait Loci (QTL) foi realizado utilizando a
estratégia de mapeamento por intervalos multiplos (KAO; ZENG; TEASDALE, 7999)
com auxilio do software QTL Cartographer 2.5 para Windows (BASTEN; WEIR;
ZENG, 2005). O conjunto de dados genotipicos e fenotipicos para resisténcia ao
mildio e a helmintosporiose foram utilizados para identificar as regides de interesse.
A posicao dos QTLs foi definida com base no marcador molecular anterior ao valor do
Likelihood of Odds (LOD) maximo para cada QTL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo fenotipica da populagdo de Sorgo

A avaliacao fenotipica da populagdo das RILs provenientes do cruzamento
entre ATF14B e QL3 foi realizada de maneira visual e as plantas classificadas na
escala de notas variando de 1, para linhagens altamente resistentes, a 5, para aquelas
altamente suscetiveis ou com mildio sistémico. Além das respostas as doencas, a
populagdo apresentou grande variabilidade. Na Figura 3 estd representado a
diferenca fenotipica para altura de plantas, tamanho e formato das paniculas,
caracteristicas importantes para o melhoramento genético do Sorgo. Com base nas
caracteristicas adequadas ao melhoramento de Sorgo granifero, que s&o plantas com
baixo porte e paniculas grandes, foram selecionadas cinco plantas A altura variou de
1,05 para o ATF14B e 3,17 para o QL3. Dentre as RILs, 186 foram classificadas como
altamente resistentes ao mildio e 5 altamente resistente a helmintosporiose, que
podem ser utilizadas em programas de melhoramento. As RILs apresentaram uma

ampla variabilidade fenotipica para as doencgas mildio e helmintosporiose.

Figura 3 — Linhagens recombinantes de Sorgo (RILs) derivadas do cruzamento
ATF14B x QL3 apresentando ampla variabilidade para as caracteristicas altura
da planta e formato das paniculas.

Fonte: Foto de Claudia Teixeira Guimaraes.



23

5.2 Distribuicéo fenotipica da reagcéo ao mildio na populagao

O parental ATF14B recebeu nota 4,3, sendo altamente suscetivel ao mildio e
helmintosporiose, enquanto QL3 recebeu nota 1, como altamente resistente. As RILs
apresentaram respostas ao mildio no intervalo de notas de 1 (altamente resistente) a
4,3 (altamente suscetiveis), realgando que os parentais apresentaram as notas
extremas em resposta ao mildio. Foi possivel identificar RILs contrastante para
resposta ao mildio e semelhantes a ATF14B, que € a linhagem elite do melhoramento
de Sorgo (ver Figura 4).

Figura 4 — Parentais ATF14B (suscetivel) e QL3 (resistente) e duas RILs
contrastando a resposta ao mildio e semelhantes a linhagem elite ATF14B.
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Fonte: Foto de Claudia Teixeira Guimaraes.

Dentre as 211 linhagens recombinantes, 186 apresentaram nota 1 e foram
consideradas altamente resistentes, e 25 apresentaram notas entre 1,33 e 4,33
(Figura 5), indicando pelo menos uma planta entre as repeticdes que apresentaram
sintoma da doenga e foram consideradas suscetiveis. Tal propor¢do se ajusta a
segregacao 7:1 (x? = 0,082), adequada para a presenca de 3 genes dominantes em
uma populacédo de RILs. Considerando a propor¢ao de %2 (R:S) para um gene
dominante, trés genes seriam a proporgéo de 7/8 para plantas resistentes e 1/8 de

plantas sensiveis. Assim, podemos sugerir que a populagdo QL3 x ATF14B possui
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trés genes dominantes conferindo resisténcia ao mildio. Estudos prévios indicaram a
presenca de dois genes de resisténcia dominantes e independentes na linhagem QL3
(SIFUENTES; FREDERIKSEN, 1988), com possiveis interagdes interalélicas (REDDY
et al., 1992). No entanto, esses estudos foram realizados com inoculagdes artificiais,
diferindo do nosso, cuja resisténcia foi avaliada em condigdes de campo, podendo
haver diferentes ragas do patégeno e mais de uma raga ocorrendo

concomitantemente na area.

Figura 5 — Notas de resisténcia ao mildio na populagao segregante e as
linhagens parentais QL3 e ATF14B.
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Fonte: Dados da pesquisa elaborado pela autora, 2023.

5.3 Distribuicao fenotipica da reagao a helmintosporiose na populacao

O parental ATF14B recebeu nota 2,22 para a helmintosporiose e QL3, nota 2,
indicando uma resisténcia intermediaria em ambos os parentais. As notas da
helmintosporiose nos parentais foram em torno de 2 e na populagédo segregante, as
notas variaram de 1,2 até 5,0, extrapolando a reagdo dos parentais, como mostrado
na Figura 6, onde uma progénie resistente (lado esquerdo) contrasta com uma
progénie sensivel cuja distribuicdo se assemelha a uma distribuicdo normal, sugerindo

uma heranca quantitativa.
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Figura 6 — Fenétipos da helmintosporiose. Ao lado esquerdo, uma linhagem

endogamlca recombinante reS|stente e no lado dlrelto uma RIL suscetivel.
N g & € 455 T

Fonte: Foto de Claudia Teixeira Guiarés.

A distribuicdo das notas de resisténcia a helmintosporiose se assemelha a uma
distribuicdo normal (Figura 7), sugerindo uma heranga quantitativa, com progénies

mais suscetiveis e mais resistentes que os parentais.

Figura 7 — Notas de resisténcia a helmintosporiose na populagao segregante e
as linhagens parentais QL3 e ATF14B.
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5.4 Mapeamento genético

Dentre os 3.186 marcadores SNPs analisados, 740 foram polimorficos entre as
linhagens parentais. Apds o teste de qui quadrado, 640 marcadores apresentaram
segregacao mendeliana, que, juntamente com 7 marcadores SSR com heranga
mendeliana foram utilizados no mapeamento.

Os 647 marcadores moleculares foram distribuidos em dez grupos de ligagao
cobrindo 1.298 cM do genoma do Sorgo. O comprimento dos cromossomos variou de
64,9 cM (cromossomo 10) a 234,6 cM (cromossomo 3), € 0 numero de marcadores
em cada cromossomo variou de 27 (cromossomo 5) a 76 (cromossomo 3) (Figura 7).

O cromossomo 10 apresentou desvios da segregacéo, onde o teste do qui-
quadrado realizado foi abaixo de 0,1%, entretanto, esses marcadores foram mantidos
no mapa, uma vez que dentre os 55 marcadores do cromossomo 10, apenas 2

estavam dentro do qui-quadrado esperado (0,5%).
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Figura 8 — Mapa de ligagao da populagao de RILs (QL3 x ATF14B) de Sorgo
com 647 marcadores SNPs e SSRs distribuidos nos 10 grupos de ligagao. Os
marcadores sao indicados ao lado direito de cada grupo e a distancia genética
em cM ao lado esquerdo
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Fonte: Dados da pesquisa elaborado pela autora, 2023.
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5.5 Mapeamento de QTLs de resisténcia ao mildio

Foram identificadas trés regides gendmicas (QTLs) associadas com a
resisténcia ao mildio, cujo agente causal € o Peronosclerospora sorghi, nos
cromossomos 3 e 10, designados qPs3, gPs10a e qPs10b (Tabela 1). A descricéo
dos QTLs seguiu a letra q pela sigla do agente causal da doengca Ps
(Peronosclerospora sorghi) seguidas pelo numero do cromossomo e das letras

sequenciais quando mais de um QTL foi mapeado no mesmo cromossomo.

Tabela 1 — Regides gendmicas (QTLs) associadas a resisténcia ao mildio em
Sorgo detectados por mapeamento de intervalos multiplos. Cromossomo onde
o QTL esta localizado, posi¢gdao em centiMorgan (cM) e em pares de base (pb),
LOD (likelihood of odds), efeito e R? (em porcentagem) para os QTLs de
resisténcia ao mildio.

Posigao
QTL Cromossomo  Marcador LOD Efeito R?(%)
cM pb
qPs3 3 S3 63301 40,0 4.355.960 1,1 -0,08 1,5
qPs10
10 S10_5859 35,8 4.586.779 3,7 -0,31 18,4
a
gPs10 14.175.38
b 10 S10 4993 61,3 ] 7,4 -0,31 18,0
Total 45,7

Fonte: Dados da pesquisa elaborado pela autora, 2023.

O QTL identificado no cromossomo 3 foi associado ao marcador S3_63301,
mapeado entre os marcadores RFLPs Xtxp492 e Xtxp451 no mapa de ligagao (Figura
7). Esses marcadores estdo no mapa consenso de Sorgo (MACE et al., 2009),
proximos aos marcadores txs1053 e txs1092, que flanqueiam o loco de resisténcia
Sdm mapeado por Gowda et al. (1995). Tais resultados sugerem que o qPs3 ancore
o loco Sdm que, mesmo com um efeito pequeno (1%) em comparagdo com os demais
QTLs, pode ser utilizado em programas de selegéo assistida.

Os demais locos de resisténcia ao mildio mapeados previamente nédo foram
associados a marcadores moleculares nem localizados no genoma do Sorgo,
impossibilitando o posicionamento dos mesmos no presente mapa. Assim, os QTLs

mapeados no cromossomo 10 (gPs70a e qPs10b) explicaram grande proporg¢ao da
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variancia fenotipica da resisténcia ao mildio (R? ~ 20%) e podem ser alvos para busca
por genes candidatos. Deve ser ressaltado que a maioria dos marcadores do
cromossomo 10, inclusive aqueles nas regides dos QTLs apresentaram desvios
significativos de segregacao, podemos ter afetado as analises genéticas.

Os trés QTLs de resisténcia ao mildio derivados da linhagem QL3 coincidem
perfeitamente com a segregacao fenotipica (7:1, R:S), que indicou a presenca de trés
genes dominantes na populagdo de RILs. Estudos anteriores detectaram dois locos
de resisténcia na linhagem QL3 (SIFUENTES; FREDERIKSEN, 1988; REDDY et al.,
1992), sendo pelo menos um desses locos (Sdm), consistente com o nosso estudo
(qPs3), que também pode ser alvo para a busca por genes candidatos e utilizados em
programas de melhoramento, uma vez que a resisténcia foi expressa em condigdes

de campo.

5.6 Mapeamento de QTLs de resisténcia a helmintosporiose

Quanto a resisténcia a helmintosporiose, cujo agente causal € o Exserohilum
turcicum, foram identificados seis QTLs nos cromossomos 1, 3, 8 e 9, descritos como
qEt1, qEt3a, qEt3b, qEt3c, qEt8 e qEt9 (Tabela 2), a semelhanga da descrigdo dos

QTLs para a resisténcia ao mildio.

Tabela 2 — Regides genémicas (QTLs) associadas a resisténcia a
helmintosporiose em Sorgo detectados por mapeamento de intervalos
multiplos. Cromossomo o qual o QTL esta localizado, posicao em centiMorgan
(cM) e em pares de base (pb), LOD (likelihood of odds), efeito e R? (em
porcentagem) para os QTLs de resisténcia a helmintosporiose.

Posicao
QTL Cromossomo  Marcador LOD Efeito R2(%)
cM pb
qEt1 1 S1.64105 128,3 25.106.586 5,3 -0,26 5,0
qEt3a 3 S3_55056 120,6 16.099.516 2,7 0,18 2,8
qEt3b 3 S3_67261 179,8  54.849.798 7 -0,33 14,9
qEt3c 3 S3 72923  228,1 59.477.949 56 -0,29 11,0
qEt8 8 S8_46204 46,5 3.757.426 2,6 -0,19 2,6
qEt9 9 S9 56515 120,8 51.276.768 9,4 0,37 14,5

Total 83,7

Fonte: Dados da pesquisa elaborado pela autora, 2023.
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Com base no sinal dos efeitos dos QTLs, observam-se QTLs com efeito
negativo (qEt1, qEt3b, qEt3c e qEt8), indicando que a resisténcia foi derivada do
genitor resistente (QL3), e QTLs com efeito positivo (QEt3b e gEt9), cuja resisténcia
foi proveniente do genitor suscetivel (ATF14B) (ver Tabela 2). A presenga de genes
de resisténcia em ambos os genitores pode ser confirmada pela existéncia de RILs
mais resistentes que o genitor resistente, indicando uma possivel segregacao
transgressiva.

O QTL identificado no cromossomo 1 associado ao marcador S1_64105 foi
localizado na posicdo de 25.106.586 pb, explicando 5% da resisténcia a
helmintosporiose. Esse marcador coincide com o intervalo de confianga de 25.057.775
— 27.020.390 pb do QTL de efeito maior que explica 53% da resisténcia a
helmintosporiose mapeado no cromossomo 1 por Souza et al. (2016).

O QTL mapeado no cromossomo 9 foi ao marcador S9 56515, posicionado a
51.276.768 pb, que explica 14,5% da resisténcia a helmintosporiose. Esse QTL esta
préximo, ao intervalo de confianga (56371855 - 57337482 pb, cromossomo 9) do QTL
que explica 6,7% da resisténcia a helmintosporiose, mapeado por Souza et al. (2016).

Souza et al. (2016) utilizaram RILs provenientes do cruzamento entre BR0O07B
(suscetivel) e SC283 (resistente), enquanto o presente estudo utilizou RILs do
cruzamento entre QL3 (resistente) e ATF14B (suscetivel). A linhagem ATF14B é
oriunda do cruzamento entre BRO0O7B e SC283. Os resultados indicam uma
coincidéncia na posicdo dos QTLs de resisténcia a helmintosporiose nos
cromossomos 1 e 9, mas com efeitos muito diferentes, que podem ser justificados
pelos diferentes parentais e pelos diferentes ambientes onde os dados foram obtidos.

Além dos QTLs mapeados no cromossomo 1 e 9 coincidentes com outros
trabalhos, os demais QTLs mapeados podem ser considerados novos e possuem
grande potencial para busca por genes candidatos, que também podem ser utilizados
na selecdo assistida para a obtengdo de linhagens de Sorgo resistentes a
helmintosporiose.

Com base nas caracterizagbes fenotipicas e moleculares, foi possivel
selecionar cinco linhagens recombinantes altamente resistentes ao mildio (nota 1),
com resisténcia a helmintosporiose, (nota entre 1,17 e 2,17) e que possuiam o alelo

favoravel do gene SbBMATE, gene que confere tolerancia ao aluminio. Assim, essas
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linhagens tém potencial para serem utilizadas em programas de melhoramento como

fontes de resisténcia as doencas e do alelo favoravel do gene SBMATE.
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6 CONCLUSOES

Foram mapeados trés QTLs associados a resisténcia ao mildio, dos quais, o
QTL localizado no cromossomo 3, mesmo sendo de efeito menor, coincide com o loco
Sdm, identificado anteriormente. Para a resisténcia a helmintosporiose, foram
mapeados seis QTLs, sendo dois deles consistentes com outros estudos. Além dos
QTLs coincidentes, foram mapeadas novas regides gendmicas associadas com a
resisténcia a ambas as doengas foliares de Sorgo que sdo potenciais alvos para a
busca por genes candidatos e para a selegio assistida.

Adicionalmente, pelo menos cinco linhagens recombinantes altamente
resistentes ao mildio e a helmintosporiose e com o alelo de tolerancia ao Al do gene
SbMATE podem ser utilizadas como fontes desses alelos favoraveis em programas
de melhoramento de Sorgo.

As perspectivas futuras incluem um novo experimento de campo para validagao
dos dados obtidos em 1 ano e a identificagdo de genes candidatos nas regides
gendmicas identificadas.
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